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1 UVOD 
 
Kriptokokoza je glivna okužba, ki jo povzročajo kvasovke iz rodu Cryptococcus (Cogliati 
in sod., 2016). Znotraj rodu je po novejši klasifikaciji prepoznanih sedem različnih vrst: 
Cryptococcus neoformans, Cryptococcus deneof ormans, Cryptococcus gattii, Cryptococcus 
bacillisporus, Cryptococcus deuterogattii, Cryptococcus tetragattii in Cryptococcus 
decagattii (Hagen in sod., 2015). V našem geografskem področju se pojavljata predvsem C. 
neoformans in C. deneoformans (Chayakulkeeree in Perfect, 2008; Cogliati in sod., 2016). 
V dehidrirani kvasni obliki ali z bazidiosporami sta vrsti sposobni penetrirati v pljučni 
parenhim in se dalje razširiti po krvnem obtoku. Najpogosteje povzročita meningoencefalitis 
pri imunsko oslabelih bolnikih, v manjšem obsegu so opisane še okužbe mehkih tkiv in 
pljučnica (Cogliati in sod., 2016). 
 
Zaradi skopih podatkov posameznih držav, je v Evropi težko razložiti epidemiologijo 
kriptokokoze, največjo težavo predstavlja predvsem opredelitev vira okužb. Študije kažejo, 
da se klinično pomembne vrste kriptokokov nahajajo tudi izven tradicionalno sprejetih niš 
kot so ptičji iztrebki v urbanih središčih. C. neoformans sensu lato in C. gatti sensu lato tako 
najdemo tudi v povezavi z nekaterimi drevesnimi vrstami, večinoma v sredozemskem 
prostoru (Cogliati in sod., 2016). 
 
Sredozemsko podnebje ima tople zime in suha poletja, kar ugaja C. gattii in C. neoformans, 
saj je njuno pojavljanje pogojeno z nizkimi temperaturami v najhladnejši sezoni in z 
močnimi padavinami v najbolj sušni sezoni. C. deneoformans se od njiju razlikuje po 
optimalnih pogojih za rast, saj zaseda nekoliko bolj zmerno celinska področja. Pomembna 
ekološka niša kriptokokov so oljke (Olea europea) in rožičevci (Ceratonia siliqua), ki 
spadajo med tipične predstavnike sredozemskih dreves (Cogliati in sod., 2017). Kot okoljski 
vir kriptokokov so omenjeni tudi alepski bor (Pinus halepensis) in evkaliptus (Eucalyptus 
camaldulensis) (Colom in sod., 2012). 
 
V magistrski nalogi so zajeti tudi starejši viri, kjer rod Cryptococcus še ni bil razdeljen na 
toliko vrst. Tako sem za lažje razumevanje uporabljala izraz C. neoformans sensu lato, v 
primeru, da sta v kontekst zajeti tako vrsti C. neoformans sensu stricto kot C. deneoformans. 
C. gattii sensu lato sem uporabila v primeru poimenovanja preostalih petih vrst skupaj (C. 
gattii, C. bacillisporus, C. deuterogattii, C. tetragattii in C. decagattii). 
 
 
 
 
 
2 
Božič N. Pojavljanje kvasovke C. neoformans sensu lato na različnih drevesnih vrstah in v tleh. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
 
 
CILJI RAZISKAVE: 
 
 Ugotoviti ali C. neoformans sensu lato v Sloveniji kolonizira nekatere 
drevesne vrste in prst v neposredni okolici dreves.  
 Ugotoviti v katerih geografskih predelih Slovenije je prevalenca kolonizacije 
dreves s C. neoformans sensu lato najvišja. 
 Ugotoviti katere vrste iz kompleksa C. neoformans kolonizirajo določene 
drevesne vrste v Sloveniji. 
 
HIPOTEZE: 
 
 Pričakujemo, da bomo največ C. neoformans sensu lato odkrili na drevesnih 
vrstah iz rodov Platanus, Olea in Prunus. 
 Pričakujemo, da bo največ izolatov C. neoformans sensu lato na področju 
Primorske.  
 Pričakujemo, da bo med izolati prevladovala vrsta C. deneoformans.  
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 OSNOVNE ZNAČILNOSTI 
 
Cryptococcus neoformans sensu lato je gliva kvasovka (Srikanta in sod., 2014), ki spada v 
rod Cryptococcus, družino Cryptococcaceae, razred Tremellomycetes ter deblo 
Basidiomycota (NCBI, 2017). Je fakultativni intracelularni mikrob, ki se pojavlja v okolju 
in zaradi svoje patogenosti predstavlja nevarnost sesalcem. V tkivih in telesnih tekočinah 
gostitelja se lahko pojavi samostojno, ali pa se veže na fagocitne celice (Srikanta in sod., 
2014). 
 
Življenjski cikel C. neoformans sensu lato obsega vegetativno in spolno fazo rasti. V 
vegetativni fazi se ta mikroorganizem najpogosteje pojavlja v obliki kvasnih celic 
(Kozubowski in Heitman, 2012). Te celice so sferične ali ovalne oblike in merijo med 2 do 
20 μm. Obdane so z jasnimi, gladko oblikovanimi sferičnimi območji, ki predstavljajo 
zunajcelično polisaharidno kapsulo, po kateri jih tudi ločimo (Murray in sod., 2013). Pri 
spolnem ciklu se morfologija spremeni. Pri parjenju se združita dve kvasni celici, starševski 
jedri pa ostaneta ločeni, kar vodi do nastanka dikariotskih hif, ki predstavlja drugo 
morfološko obliko. Zaradi razvoja hif nastanejo bazidiospore, ki jih gostitelj poleg izsušenih 
vegetativnih celic, lahko vdihne. Manj pogosto se v vegetativni fazi C. neoformans sensu 
lato pojavlja tudi v obliki psevdohif, ki predstavljajo vmesno obliko med kvasnimi celicami 
in pravimi hifami (Kozubowski in Heitman, 2012).  
 
2.2 NOMENKLATURA SKOZI ZGODOVINO 
 
Začetki poznavanja C. neoformans segajo v leto 1894, ko so ga prvič izolirali iz okužene 
kosti pri mladi ženski in ga opisali kot organizem podoben rodu Saccharomyces. Istega leta 
so ga izolirali iz fermentiranega breskovega soka in ga poimenovali kot Saccharomyces 
neoformans. Ker ta organizem ni izdeloval askospor, kar je značilnost rodu Saccharomyces, 
so ga leta 1901 preimenovali v Cryptococcus neoformans (Srikanta in sod., 2014).  
 
Na nomenklaturo je kasneje vplivalo odkritje polisaharidnih antigenov na površini kapsule. 
Na podlagi teh spoznanj so pri kriptokokih prepoznali štiri različne serološke tipe. A in D se 
od B in C serotipa razlikujeta v ekologiji, epidemiologiji, biokemiji in genetiki. Glede na te 
razlike so tako leta 1978 Kwong-Chung in sodelavci, izolate serotipov A in D pripisali vrsti 
C. neoformans, izolate serotipov B in C pa opisali kot ločeno vrsto Cryptococcus 
bacillisporus (Kwon-Chung in Bennett, 1984). Prepoznani in poimenovani sta bili tudi 
spolni obliki obeh vrst. Telomorfno obliko, ki nastane po parjenju serotipov A in D so 
imenovali Filobasidiella neoformans, telomorfno obliko, ki nastane po parjenja B in C 
serotipov pa Filobasidiella bacillispora (Kwon-Chung, 1976). 
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Leta 1982 je bila predlagana sprememba imenovanja dveh vrst v eno samo vrsto z dvema 
variantama. Tako je bila priznana le vrsta C. neoformans z varianto neoformans.  Prej 
poznano vrsto Cryptococcus bacillisporus pa so preimenovali v Cryptococcus neoformans 
var. gattii (Kwon-Chung in Bennett, 1984).  
 
Varianta C. neoformans var. neoformans je ostala nespremenjena do leta 1998, ko so jo 
glede na serotipe ločili na dva dela. Na podlagi DNA analize in analize URA 5 sekvenc so 
ugotovili razlike med serotipoma A in D. Že uveljavljeno ime C. neoformans var. 
neoformans so dodelili serotipu D, izolate s serotipom A pa so označili kot novo varianto z 
imenom C. neoformans var. grubii (Franzot in sod., 1999).  
 
Za serotipe B in C se je skozi zgodovino uporabljalo več različnih imen. Za lažje 
razumevanje so leta 2002 vsa sinonimna imena kot so Cryptococcus honduranus, 
Cryptococcus bacillisporus ter C. neoformans var. gattii poenotili na enotno ime 
Cryptococcus gattii. Z molekularnimi genetskimi analizami parjenja so tudi dokazali, da 
med C. neoformans var. gattii in C. neoformans var. neoformans ne pride do rekombinacije, 
torej gre za povsem ločeni vrsti (Kwon-Chung in sod., 2002). 
 
Nekaj časa je bila tako priznana razdelitev na dve kompleksni vrsti Cryptococcus gattii in 
Cryptococcus neoformans. Zaradi razlik na genetskem nivoju pa je bila v zadnjem času 
predlagana nova klasifikacija, kjer naj bi kompleks Cryptococcus neoformans in 
Cryptococcus gattii, sestajali iz sedmih različnih vrst (Hagen in sod., 2015).  
 
Cryptococcus neoformans kompleks tako po najnovejši klasifikaciji delimo na dve vrsti: C. 
neoformans (prej C. neoformans var. grubii) in C. deneoformans (prej C. neoformans var. 
neoformans). C. neoformans (sereotip A) predstavlja genotip AFLP1/VNI in dva redkejša 
genotipa AFLP1A/VNII. C. deneoformans (sereotip D) predstavlja genotip AFLP2/VNIV, 
hibird med obema vrstama pa predstavlja AFLP3/VNII. C. gattii kompleks so razdelili na 
pet vrst: C. gattii, ki ga predstavlja genotip AFLP4 VGI, Cryptococcus bacillisporus, ki ga 
predstavlja genotip AFL5/ VGIII, Cryptococcus deuterogattii, ki ga predstavlja genotip 
AFLP6/VGII, Cryptococcus tetragattii, ki ga predstavlja genotip AFLP7/VGIV in 
Cryptococcus decagattii, ki ga predstavlja genotip AFLP10/VGIVj/VGIIIck (Hagen in sod., 
2015). 
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2.3 OSNOVNA EKOLOŠKA NIŠA 
 
2.3.1 Odkritje ekološke niše 
 
Do leta 1951 je bil naravna ekološka niša kriptokokov nepoznana. Znano je bilo, da se 
kriptokokoza pojavlja sporadično in da je globalno razširjena. Neposrednega prenosa 
kvasovke iz okužene živali ali človeka na drugega človeka pa ni bilo dokazanega. To je 
spodbudilo razmišljanje, da je niša teh kvasovk nekje v okolju. Prvi, ki je to dokazal, je bil 
Emmons, ki je leta 1951 izoliral C. neoformans sensu lato iz prsti (Emmons, 1951). Štiri leta 
kasneje so C. neoformans sensu lato izolirali tudi iz številnih golobjih iztrebkov in starih 
golobjih gnezd (Emmons, 1955). Zaradi tega odkritja, je bilo dolgo časa sprejeto mnenje, da 
naj bi bili golobji iztrebki in kontaminirana tla s ptičjimi iztrebki, glavna ekološka niša C. 
neoformans sensu lato (Kwon-Chung in Bennett, 2010; Srikanta in sod., 2014). 
 
Prepričanje se je skozi čas začelo spreminjati. Na račun novih raziskav so se začela pojavljati 
vprašanja o drevesih oziroma lesu kot naravni ekološki niši kriptokokov. V živalskem vrtu 
v Antwerpnu so znotraj ptičjih kletk iz lubja in debel, kjer so imeli ptiči gnezda, uspeli 
izolirati C. neoformans sensu lato. Leto prej so C. neoformans sensu lato izolirali iz žagovine 
tropskega drevesa Entandrophragma spp. (Bauwens in sod., 1986). Sumili so tudi, da je 
vdihavanje visoke količine žagovine krivo za okužbo nemškega pacienta s C. gattii sensu 
lato, kljub temu da kvasovke takrat niso uspeli izolirati iz okolja (Kohl in sod., 1985). 
 
Prvič so množično uspeli povezati rod Cryptococcus z drevesi leta 1990. Na ruralnih 
območjih Avstralije so C. gatti sensu lato uspeli izolirati iz več drevesvrste Eucaliptus 
camaldulensis. Pozitivni vzorci so bili dobljeni tako iz lubja kot tudi lesa, listov in rastlinskih 
ostankov v okolici dreves. C. gatti sensu lato se je na območju vzorčenja pojavil pozno 
spomladi oziroma v začetku cvetenja evkaliptusa. S to raziskavo so tudi potrdili že prej 
postavljene hipoteze, da naj bi se ta vrsta nahajala v tropskih in zmerno tropskih okoljih 
(Ellis in Pfeiffer, 1990). Verjetnost, da drevesa predstavljajo naravno ekološko nišo ne le za 
C. gattii sensu lato, temveč tudi C. neoformans sensu lato se je nakazala leta 1996 v urbanem 
okolju v Rio de Janeiru v Braziliji. C. neoformans sensu lato so izolirali iz votlih delov debla 
drevesnih vrst Cassia grandis, Senna multijuga in Ficus microcarpa (Lazéra in sod., 1996). 
 
Od tedaj pa do današnjega dne je bilo po svetu odkritih že precej dreves, ki za C. neoformans 
in C. deneoformans predstavljajo potencialno ekološko nišo (Granados in Castañeda, 2006; 
Chowdhary in sod., 2011; Cogliati in sod., 2016; Colom in sod., 2012). 
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2.3.2 Vloga ptic 
 
Posušeni ptičji iztrebki predstavljajo odličen naravni substrat za rast in razmnoževanje C. 
neoformans sensu lato. Vsebujejo namreč visoke koncentracije uree, kateholaminov in 
drugih dušikovih spojin, ki jih je C. neoformans sensu lato sposoben katabolizirati zaradi 
produkcije ureaze (Chowdhary in sod., 2011).  
 
Kljub temu, da je bilo ogromno C. neoformans sensu lato že izoliranih iz ptičjih iztrebkov, 
pa golobi in večina ostalih ptic za njih ne predstavljajo gostitelja. Ptičja telesna temperatura 
je v povprečju 42,5 °C in je kot taka previsoka za okužbo s temi patogeni (Chowdhary in 
sod., 2011).  
 
Vrsti C. neoformans sensu stricto in C. deneformans sta bili poleg iztrebkov izolirani že iz 
številnih dreves in živali, ki živijo v stiku z drevesi. Tako obstaja verjetnost, da drevesa 
predstavljajo glavni ekološko nišo teh gliv, medtem ko bi ptičji iztrebki lahko predstavljali 
pomembno sekundarno in začasno nišo kriptokokov (Cogliati in sod., 2016). 
 
2.3.3 Vpliv klimatskih pogojev na ekološko nišo 
 
Klimatski pogoji kot so temperatura, vlažnost, evaporacija in sončno sevanje najverjetneje 
vplivajo na široko geografsko pojavljanje serotipov na različnih drevesnih vrstah v okolju 
(Granados in Castañeda, 2006). Serotip A se tako pojavlja povsod po svetu. Serotipa B in C 
so osamili predvsem v tropskih in zmerno tropskih regijah kot so južna Kalifornija, Havaji, 
Brazilija, Avstralija, Jugovzhodna Azija in centralna Afrika (Chayakulkeeree in Perfect, 
2008). Serotipa D in AD pa sta značilna za evropske države oziroma zmerno celinsko okolje 
(Chayakulkeeree in Perfect, 2008; Cogliati in sod., 2016). 
 
Tople zime in suha poletja so značilnost sredozemskega podnebja, ki odgovarja predvsem 
C. gattii sensu lato. Podnebje je ugodno tudi za C. neoformans sensu stricto, čeprav je zanj 
značilno, da se lahko prilagodi tudi okoljem z nekoliko hladnejšimi temperaturami in več 
padavinami (Cogliati, 2017). Pojavljanje C. neoformans sensu stricto naj bi bilo pogojeno z 
nizko vlažnostjo v okolju ter z visokimi temperaturami, veliko evaporacije ter močnim 
sončnim sevanjem (Granados in Castañeda, 2006). Okoljski parametri C. gattii serotipa C 
so podobni kot pri C. neoformans sensu stricto. Medtem ko so favorizirani parametri za 
pojavljanje C. gattii serotipa B povsem drugačni. Ugajajo jim deževni meseci, za katere je 
značilno velika količina padavin ter vlaga, nekaj ur sončne svetlobe in nekoliko višje 
temperature (Granados in Castañeda, 2006).  
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C. deneoformans med temi vrstami kriptokokov tolerira najnižje zimske temperature. 
Pojavlja se lahko tudi v okoljih, ki imajo več kot 50 dni na leto temperature pod 0 °C. 
Njegovi optimalni parametri za rast pa zahtevajo tudi velike količine padavin skozi leto 
(Cogliati in sod., 2017). 
 
Ker podnebna območja nimajo ostre meje, sta lahko vrsti C. neoformans in C. deneoformans, 
njihovi hibridi ter C. gattii sensu lato ves čas v stiku in tako kolonizirajo enaka okolja 
(Cogliati in sod., 2016). To dokazuje tudi izbruh kriptokoknih okužb na Vancouverskem 
otoku. Ta otok, ki leži na obali pacifiškega oceana, ima zmerno podnebje, kjer C. gattii sensu 
lato ne bi pričakovali. Kljub temu so leta 1999 na otoku začeli zaznavati povečano število 
okužb s C. gattii sensu lato, tako pri ljudeh kot tudi pri živalih. To je sprožilo raziskavo, kjer 
so uspeli povzročitelja okužb izolirati iz dreves, prsti, vode in zraka (Fyfe in sod., 2008).  
 
2.3.4 Drevesne vrste 
 
Največji delež koloniziranih dreves s C. neoformans sensu lato v Evropi predstavljajo 
drevesne vrste iz rodu Eucalyptus, Olea, Ceratonia in Pinus. Pozitivni rezultati pa so bili 
zabeleženi tudi na vrstah iz rodov Aesculus, Carpinus, Juglans, Juniperus, Gleditsia, 
Platanus, Prunus, Pyrus in Quercus (Cogliati in sod., 2016). Vrsta dreves, ki kvasovkam 
predstavlja rezervoar, je ponavadi pogojena z optimalnimi klimatskimi pogoji določene 
vrste. Drevesne vrste kot so Ceratonia (rožičevci), Olea (oljka), Eucalyptus (evkaliptus) in 
Pinus pinea (pinija) so značilni predvsem za sredozemsko podnebje, kjer so temperature 
višje, zato je na teh drevesih pričakovati vrsto C. neoformans sensu stricto (Cogliati in sod., 
2016). 
 
Za razliko od C. neoformans sensu stricto, C. deneoformans kolonizira predvsem tipična 
podcelinska drevesa kot so Platanus, Prunus in Quercus. Kljub favoriziranju določenega 
podnebja lahko različne vrste kriptokokov sobivajo v istem okolju in kolonizirajo enaka 
drevesa (Cogliati in sod., 2016; Lazera in sod., 2000). 
 
Študija narejena na sredozemskem območju poroča o največ pridobljenih izolatov C. 
neoformans sensu lato v votlih delih debel, lubju, tleh in razpadajočem rastlinskem 
materialu. Iz listja in cvetov niso osamili nobenega izolata (Cogliati in sod., 2016). Celična 
stena lesa je zgrajena iz lignina, celuloze in hemiceluloze. Glive, ki so te komponente 
sposobne razgrajevati na ta način pridobijo vir ogljika (Rayner in Todd, 1980). Tako ni 
presenetljivo, da so votli deli debel pogosto omenjeni kot glavni del dreves iz katerih je 
pridobljenih največji delež kriptokokov (Cogliati in sod., 2016; Chowdhary in sod., 2011; 
Lazera in sod., 2000). Kriptokoki namreč vsebujejo encime lakaze, ki so sposobne 
razgradnje lignina (Chowdhary in sod., 2011). 
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2.3.5 Geografska porazdelitev kriptokokov v Evropi 
 
V Evropi se o ekologiji kriptokokov še vedno ve precej malo. Prva večja kolaborativna 
študija narejena za boljše razumevanje porazdelitve kriptokokov v evropskem okolju, je 
pokazala tesno povezanost teh kvasovk z različnimi drevesnimi vrstami. Kolonizirana 
drevesa s C. neoformans sensu lato so bila zabeležena v Cipru, Franciji, Grčiji, Italiji, Libiji, 
Portugalski, Španiji in Turčiji (Cogliati in sod., 2016).  
 
Po do sedaj znanih podatkih (Slika 1) naj bi se C. neoformans sensu stricto nahajal na vseh 
obalah Španije ter Italije, južne obale Francije in obalah Hrvaške, Albanije, Grčije, južne 
Turčije ter v delih severne Afrike (Cogliati in sod., 2017) 
 
 
Nahajanje C. deneoformans naj bi bilo bolj celinsko in ne tako omejeno na obalo kot pri C. 
neoformans sensu stricto (Slika 2). Visoka možnost nahajanja C. deneoformans obstaja v 
centralni Portugalski, severni Italiji, centralni Siciliji ter Sardiniji, v Pariški kotlini, območju 
Bosforja, provinci Adana in podcelinskem pasu blizu Alžirije (Cogliati in sod., 2017). 
Slika 1: Predviden zemljevid porazdelitve C. neoformans sensu stricto (Cogliati in sod., 2017) 
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V Sloveniji do sedaj še ni bilo objavljenih študij o ekologiji kriptokokov, bila pa je 
objavljena študija o pojavljanju kriptokokov med kliničnimi izolati. V letih 1998 in 2016 je 
bilo v Sloveniji zabeleženih 19 primerov kriptokokoze. Večino okužb je povzročal C. 
deneformans (63 %), sledil mu je C. neoformans s 34, 8 %. Pri enem bolniku, ki predstavlja 
2,2 % vseh osamljenih izolatov, pa je bil izoliran AD hibrid (Tomazin in sod., 2017). 
 
2.4 EPIDEMIOLOGIJA  
 
Kriptokoki so ubikvitarne glive, ki jih najdemo povsod po svetu. Najpogosteje so jih 
izoliraliiz ptičjih iztrebkov, razpadajočega rastlinskega materiala ali votlih delov debel. 
Okužba se razvije po vdihavanju bazidiospor ali dehidriranih kvasnih celic, ki potujejo vse 
do pljučnih mešičkov, kjer pride do produkcije polisaharidne kapsule. Okužbe se pojavljajo 
sporadično, najpogosteje pri imunsko oslabljenih osebah, predvsem pri tistih, kjer gre za 
okvare T- limfocitne funkcije. Tako so bolniki, ki imajo aids najbolj podvrženi okužbi (Ryan 
in sod., 2014).  
 
Incidenca pojavljanja kriptokokoze se je začela dvigovati v poznih sedemdesetih letih 
prejšnjega stoletja. Zgodnja poročila o bolezni se nanašajo na osebe s presajenimi organi, 
osebe z rakom, na obolele za avtoimunskimi boleznimi ter na imunsko oslabljene 
posameznike, ki so prejemali glukokortikoide. Velik vzpon kriptokokoze so zaznali v sredini 
osemdesetih let 20. stoletja na račun pandemije HIV. Delež oportunističnih okužb s 
kriptokoki se je takrat hitro razširil po vseh delih sveta. Pri kar 80 % primerih oseb po svetu 
okuženimi s HIV oziroma obolelimi z aidsom so odkrili povezavo s kriptokokozo  
(Chayakulkeeree in Perfect, 2008). 
Slika 2: Predviden zemljevid porazdelitve C. deneoformans (Cogliati in sod., 2017) 
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Danes v razvitih državah na račun učinkovitih protiretrovirusnih zdravil, kriptokokne okužbe 
pri bolnikih okuženih s HIV močno upadajo. Med temi za kriptokoknimi okužbami 
zbolevajo tisti, ki ne prejemajo zdravljenja ali pridejo do zdravniške pomoči šele v fazi 
razvitega aidsa. Za kriptokoknimi okužbami sporadično zbolevajo tudi drugi imunsko 
oslabeli (Ryan in sod., 2014). To so predvsem osebe, ki so bile zdravljene s presaditvijo 
čvrstih organov in krvotvornih matičnih celic, ter druge skupine bolnikov, ki prejemajo 
imunosupresivna zdravila, kot so glukokortikoidi zaradi drugih osnovnih bolezni (Mourad 
in Perfect, 2018). Okužbe s kriptokoki niso omejene izključno na imunsko oslabljene osebe, 
saj lahko zbolijo tudi osebe z normalnim imunskim odzivom. Ta možnost je sicer manj 
verjetna (Ryan in sod., 2014). 
 
Približno 95 % vseh kriptokoknih okužb je povzročenih s C. neoformans sensu stricto, ki je 
tudi najbolj razširjen, saj se pojavlja povsod po svetu. Ostalih 5 % okužb predstavljajo 
preostale vrste kriptokokov. Do sedaj je bil največji izbruh s temi drugimi vrstami zabeležen 
na Vancouverskem otoku (Chayakulkeeree in Perfect, 2008). Tam je bila velika večina 
kliničnih okužb povzročena s vrsto C. deuterogattii (VGII/AFLP6), nekaj pa z vrsto C. gattii 
(VGI/AFLP4). Tudi vsi izolati iz okolja na otoku so pripadali vrsti C. deuterogatti (Kidd in 
sod., 2004). 
 
2.5 PATOGENEZA 
 
Patogeni mikroorganizmi, ki povzročajo bolezni morajo biti sposobni preživeti v 
gostiteljevem okolju in se tam tudi razmnoževati. C. neoformans sensu lato na to ni posebno 
dobro prilagojen, zato običajno pri zdravih posameznikih ne pride do hujšega poteka bolezni. 
Med glavne dejavnike virulence kriptokokov sodijo: polisaharidna kapsula, proizvodnja 
melanina in sposobnost rasti pri 37 °C. Ostali virulentni dejavniki, ki večinoma služijo 
preživetju v okolju in kot zaščita pred slučajnimi srečanji z gostitelji pa so različni encimi, 
ki jih tvorijo kriptokoki (Almeida in sod, 2015). 
 
2.6 VIRULENTNI DEJAVNIKI  
 
2.6.1 Polisaharidna kapsula 
 
Pri rasti v okolju kapsula glivi nudi zaščito pred izsušitvijo. Pri patogenih glivah pa ima 
kapsula še bolj pomembno vlogo, saj predstavlja velik dejavnik virulence (Almeida in sod., 
2015). Zaradi različnih dejavnikov v gostitelju (železo, pH, CO2, glukoza in dušik) pride do 
povečanja kapsule pri kriptokokih (Ryan in sod., 2014). Kapsula glivi omogoča, da se z 
različnimi mehanizmi upira fagocitozi in hkrati spreminja imunski odziv. Služi kot ponor 
prostih radikalov in tako uspešno zaščiti celico pred oksidativnimi izbruhi (Almeida in sod., 
2015). Povzroča znižanje števila levkocitov, migracijo levkocitov, interferenco pri 
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predstavljanju antigenov, vpliva na protitelesni odziv in na razvoj TH1 imunskega odziva. Ti 
imunsko zaviralni učinki se lahko pojavljajo tako lokalno kot tudi sistemsko (Ryan in sod., 
2014). 
 
2.6.2 Sinteza melanina 
 
Tvorba melanina varuje glive pred oksidativnimi poškodbami, pred vročino in pred mrazom. 
Kot močan antioksidant, ki je sposoben absorbiranja prostih radikalov, melanin ščiti 
kriptokokno celico pred kisikovimi in dušikovimi oksidanti, ki jih proizvajajo gostiteljske 
efektorske celice. Melanin lahko tudi prispeva k zmanjšanju toksičnosti antimikotikov proti 
C. neoformans sensu lato. Eksperimentalno so ugotovili, da so nemelanizirane celice 
kriptokokov občutljivejše za antimikotika amfotericin B in kaspofungin (Almeida in sod., 
2015).  
 
2.6.3 Zunajcelični encimi 
 
Glive za potrebe hranil izločajo številčne encime, ki jim pomagajo razgraditi makromolekule 
in tako pridobiti hranila iz okolja. C. neoformans sensu lato tako izloča lipaze, proteaze in 
DNaze. Ti encimi in nekateri drugi imajo pomembno vlogo tudi pri patogenezi, saj med 
okužbo prispevajo k virulenci z uničevanjem tkiv, spodbujajo preživetje gliv in ovirajo 
imunski odziv gostitelja (Almeida in sod., 2015).  
 
Ureaza predstavlja enega najmočnejših encimov odgovornih za virulenco pri C. neoformans 
sensu lato. Ta encim katalizira hidrolizo sečnine v amonijak in karbamat, zato so za te 
kvasovke ptičji iztrebki ena najbolj primernih ekoloških niš. Na gostiteljevo škodo ima 
ureaza pomembno vlogo tudi pri razvoju bolezni, saj omogoči glivi, da preide iz pljuč v 
osrednje živčevje. Ko enkrat preide krvno možgansko bariero in doseže osrednje živčevje, 
tam za rast glive ni več potrebna (Almeida in sod., 2015). 
 
Zunajcelične DNaze lahko razgradijo gostiteljsko DNA, s tem pa tudi omogočijo dodatne 
nukleotide za C. neoformans sensu lato. Obstajala naj bi korelacija med aktivnostjo ureaze 
in nastankom zunajcelične DNaze. Aktivnost DNaze je v kliničnih sevih močnejša kot v 
okoljskih, kar nakazuje na njeno vlogo kot virulentnega dejavnika (Almeida in sod., 2015). 
 
Tako kot melanin tudi encim superoksid dismutaza (SOD) predstavlja obrambo pred 
oksidativnimi poškodbami. Imunski odziv gostitelja proizvede superoksid, ki pa ga je SOD 
v C. neoformans sensu lato sposoben pretvarjati v glivi manj škodljivi molekuli vodikov 
peroksid in kisik (Almeida in sod., 2015).  
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C. neoformans sensu lato ima zunajcelične fosfolipaze, ki razgrajujejo fosfolipidne celične 
membrane. Te fosfolipaze so fosfolipaza B, fosfolipaza C, lizofosfolipaza in aciltransferaza. 
Fosfolipaza B spodbuja glivno invazijo v tkiva gostitelja in hidrolizira fosfolipide v 
pljučnem surfaktantu in plazemski membrani. Poleg tega prispeva k preživetju glive z 
vzdrževanjem integritete celične stene. Fosfolipaze tudi omogočajo glivi lažjo pritrditev na 
gostiteljsko celico. Vlogo adhezije imajo tudi fosfataze, ki odstranijo fosfatno skupino s 
substrata. Poleg tega so pomembne še s strani regulacije in signalne kaskade (Almeida in 
sod., 2015).  
 
Proteaze uničijo proteine in predstavljajo pomemben virulentni dejavnik zaradi invazije tkiv, 
kolonizacije in spremembe gostiteljskega obrambnega mehanizma. Metaloproteaze naj bi 
bile potrebne za invazijo v osrednje živčevje, kar so pokazali na živalskih poskusih (Almeida 
in sod., 2015). 
 
2.7 KLINIČNE MANIFESTACIJE 
 
C. neoformans sensu lato in C. gattii sensu lato se med drugim med sabo ločita tudi po 
preferiranju tarčnih oseb, ki jih okužita (Johannson in sod., 2012) in po bolezni, ki jo 
povzročata (Ryan in sod., 2014). C. neoformans sensu lato večinoma povzroča okužbe 
osrednjega živčevja (Ryan sod., 2014) in prizadane predvsem osebe, ki so že predhodno 
okužene s HIV (Johannson in sod., 2012). Medtem ko se okužba s C. gatii sensu lato pojavlja 
predvsem pri imunokompetentnih osebah (Johannson in sod., 2012) ter vodi do nastanka 
pljučnice, manj verjetno pa do prizadetosti osrednjega živčevja (Ryan in sod., 2014). 
 
Meningitis in pljučnica sta tudi najpogostejši in najbolj prepoznani kriptokokni okužbi. Pri 
obeh je v začetnih fazah zelo težko odkriti okužbo (Ryan in sod., 2014). Poleg prizadetosti 
osrednjega živčevja in pljuč, lahko kriptokoki okužijo tudi vse ostale organe v človeškem 
telesu (Chayakulkeere in Perfect, 2008). Tkivo se na C. neoformans sensu lato različno 
odzove. Lahko pride do blagega vnetnega odziva, gnojnega, granolomatoznega ali pa do 
odziva sploh ne pride (Ryan in sod., 2014). 
 
2.7.1 Kriptokokni meningitis 
 
Kriptokokni meningitis je najpogostejša klinična manifestacija okužbe in običajno prizadane 
imunsko oslabljene osebe z zmanjšano funkcijo T-limfocitov. Tako so posamezniki, ki so 
okuženi s HIV-1 najbolj dovzetni za razvoj meningoencefalitisa (Kwon-Chung in Bennett, 
2010). Bolezen na leto prizadane približno 220 000 ljudi (Ryan in sod., 2014). Na račun 
učinkovitih protiretrovirusnih zdravil, se je incidenca okužb s kriptokoki v razvitih državah  
zelo zmanjšala, še vedno pa ostaja pogosta v državah v razvoju, kjer nimajo sredstev in 
sistema za vzpostavitev učinkovitega zdravljenja okuženih s HIV. V primeru nezdravljenja 
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okužbe, je meningoencefaltis za bolnika usoden. Smrt lahko nastopi že dva tedna po prvih 
simptomih in znakih bolezni, ali pa bolezen traja veliko dlje (Kwon-Chung in Bennett, 
2010).  
 
V prvi fazi kriptokoknega meningitisa simptomi in znaki praviloma niso izraziti. Klinični 
potek je počasen in se kaže z glavobolom, zmerno zvišano telesno temperaturo, zaspanostjo 
in drugimi motnjami kongenitalnih funkcij in zavesti. Meningitični znaki ter žariščni 
nevrološki izpadi niso zelo izraženi. Velika večina HIV negativnih bolnikov ima povišan 
znotrajlobanjski tlak, povečano koncentracijo beljakovin, zmanjšano koncentracijo glukoze 
in limfocitno pleocitozo v likvorju. Pri HIV pozitivnih bolnikih sta lahko koncentraciji 
beljakovin in glukoze v likvorju normalni, ugotovimo lahko le blago pleocitozo. Razsejana 
oblika okužbe lahko prizadene tudi druge organske sisteme, v približno desetini primerov 
kožo in kosti (dolge kosti in vretenca), redko nadledvično žlezo, srce, vranico in jetra. Pri 
bolnikih z AIDS-om pride do hitrejšega poteka bolezni (Ryan in sod., 2014). Pri teh bolnikih 
se lahko pojavi tudi vnetni sindrom imunske obnove. Sindrom se razvije v nekaj mesecev 
po začetku zdravljenja s protiretrovirusnimi zdravili. Na račun protiretrovirusnih zdravil si 
število CD4+ celic opomore, imunski sistem se odzove proti že prisotni kriptokokni okužbi 
z močnim vnetnim odzivom, ki klinično sliko še poslabša (Chayakulkeeree in Perfect, 2008).  
 
2.7.2 Kriptokokna pljučnica 
 
Okužba spodnjih dihal običajno poteka brezsimptomno, ali  z zelo blago klinično sliko (Ryan 
in sod., 2014), saj je glavni vstop kvasovk v telo skozi dihala (Chayakulkeeree in Perfect, 
2008). Asimptomatska kolonizacija se pojavi pri tretjini vseh okuženih. Rentgenske slike 
okuženih pljuč v večini primerov pokažejo posamezne ali skupinske nodule, ki predstavljajo 
pljučne infiltrate. Manj pogosti rezultati rentgenskih slik pa vključujejo plevralne izlive, 
povečane bezgavke v medpljučnem prostoru ter nastanek votlin v pljučih (Chayakulkeeree 
in Perfect, 2008). Pri imunsko oslabljeni bolnikih se bolezen kaže podobno kot pri osebah z 
normalnim imunskim odzivom vendar so pri oslabljenih osebah intersticijski infiltrati bolj 
pogosti (Chayakulkeeree in Perfect, 2008). 
 
Glavni dejavniki tveganja za pridobitev okužbe s C. gattii sensu lato so način življenja, 
potovanja na endemična območja, kajenje, uporaba glukokortikoidov, rak ali kronična 
pljučna bolezen. Stopnja tveganja se poveča tudi pri osebah, ki so starejše od petdeset let 
(Johannson in sod., 2012). Simptomi kriptokokoze se kažejo z vročino, produktivnim 
kašljem, dihalno stisko, bolečinami v prsih ter izgubo telesne teže (Chayakulkeeree in 
Perfect, 2008). 
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2.7.3 Kriptokokoza drugih organov 
 
Kriptokokoza lahko prizadane še kožo, prostato, oči, kosti in kri. Značilni znaki okužbe kože 
s kriptokoki se pokažejo v različnih oblikah kožnih lezij. Na koži se lahko pojavijo različne 
papule ali makulopapulozni izpuščaji, lahko nastanejo vezikli, noduli, abscesi, razjede, plaki, 
pustule in celulitis. Primarne kožne kriptokokoze so zelo redke in se v večini primerov 
pojavijo le ob direktni inokulaciji kvasovke v poškodovano kožo. Vse naštete kožne 
manifestacije so lahko razlog tudi drugih infekcij, zato je potrebna natančnejša diagnostika, 
ki obsega kožno biopsijo in histopatologijo. V primeru okužbe očesa se najpogosteje pojavi 
papiloedem in očesna paraliza. Lahko pride tudi do izgube vida. V primeru, da je prizadet 
vidni živec, to povzroči zelo hitro izgubo vida z malo možnosti zdravljenja. Drug razlog za 
izgubo vida je posledica povišanega znotrajlobanjskega pritiska, ki nastane zaradi vnetnega 
odziva na okužbo. Tu bolnik počasneje izgublja vid, možnost zdravljenja pa je večja 
(Chayakulkeeree in Perfect, 2008). Okužbe drugih organov in tkiv so izjemno redke 
(Maziarz in Perfect, 2016). 
 
2.8 DIAGNOSTIKA 
 
Kriptokokozo se lahko diagnosticira z neposrednim mikroskopskim pregledom vzorca, s 
kultivacijo, histopatološkim pregledom tkiv ali z dokazovanjem kriptokoknega antigena v 
telesnih tekočinah (Perfect in Bicanic, 2015). 
 
2.8.1 Mikroskopiranje 
 
Kriptokoke lahko prikažemo z neposrednim mikroskopskim preparatom likvorja. 
(Chayakulkeeree in Perfect, 2008; Ryan in sod., 2014 ). Usedlino likvorja zmešamo z 
indijskim črnilom na objekntem stekelcu, pokrijemo s krovnikom in pogledamo s 
svetolobnim mikroskopom (Ryan in sod., 2014). Kriptokoki se pod mikroskopom prikažejo 
kot neobarvane, bele kroglaste kapsulirane kvasne celice z ali brez brstov na črni podlagi. 
Velikost premera celice je 5 do 20 μm (Chayakulkeeree in Perfect, 2008). Občutljivost 
metode zelo variira in se giblje od 30-85 %, običajno je višja pri bolnikih s aidsom 
(Chayakulkeeree in Perfect, 2008; Vidal in Boulware, 2015). Metoda je tudi precej 
subjektivna, saj se lahko lizirane levkocite hitro zamenja z glivnimi elementi (Vidal in 
Boulware, 2015). Lažno pozitivne rezultate lahko dobimo tudi zaradi zaznavanja mrtvih 
kvasnih celic, ki ostanejo v osrednjem živčevju še nekaj časa po zdravljenju 
(Chayakulkeeree in Perfect, 2008). 
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2.8.2 Kultiviranje 
 
Kot kužnino za kultiviranje se pri bolnikih, ki imajo znake prizadetosti osrednjega živčevja, 
najpogosteje odvzame likvor. Ob tem se lahko odvzame tudi sputum in hemokultura. Za 
biopsijo kože se odločijo v primeru kožnih sprememb pri imunsko oslabljenih bolnikih, ki 
ne odgovorijo na običajno antibiotično zdravljenje (Chayakulkeeree in Perfect, 2008). C. 
neoformans sensu lato večinoma zraste na vseh rutinskih trdih gojiščih po 48 do 72 urni 
inkubaciji. Kolonije so belo kremaste, neprozorne in se lahko obarvajo rjavo. Za rast 
potrebujejo aerobne pogoje s temperaturami 30 do 37 °C. Na gojiščih z difenolnimi substrati 
so sposobne tvorbe melanina, ob prisotnosti cikloheksamida pa ne uspevajo. Za razlikovanje 
med C. gattii sensu lato in C. neoformans sensu lato se uporablja agarizirano gojišče s 
kanavaninom, glicinom in bromotimol modrim (CGB) (Chayakulkeeree in sod., 2008).  
  
2.8.3 Citologija in histopatologija 
 
Pri histopatologiji se za pripravo vzorcev uporabi koščke tkiv iz pljuč, kože, kosti, možganov 
in drugih okuženih organov (Chayakulkeeree in sod., 2008). Vzorce se nato obarva z barvili 
kot sta mucikarmin ali alcian blue, ki obarvata polisaharidno kapsulo kriptokokov. V uporabi 
so tudi markerji, ki označijo melanin, ali taki ki se vežejo na hitin v celični steni gliv 
(Maziarz in Perfect, 2016). Pri citologiji se kot kužnina uporabi peritonalna tekočina 
(CAPD), semenska tekočina, izpirek bronha in bronheoalveolarna lavaža (Chayakulkeeree 
in sod., 2008). Usedlino vzorca označimo z markerji in pogledamo pod mikroskopom. 
Histopatologija in citologija z barvanjem sta bolj občutljivi metodi kot metoda barvanja z 
indijskim črnilom (Sato in sod., 1999; Mariaz in Perfect, 2016). 
 
2.8.4 Serologija 
Najobčutljivejša in visoko specifična je metoda za dokazovanjem prisotnosti antigena CrAg 
(angl. Cryptococcus Antigen, CrAg), ki je sestavni del glukoronoksilomananske 
polisaharidne kapsule pri kriptokokih. CrAg se v serumu in likvorju dokazuje z lateksno 
aglutinacijo ali z encimskoimunskimi testi (angl. Enzyme immunoassay, EIA) že več kot 35 
let (Vidal in Boulware, 2015). V zadnjem času pa je v uporabi tudi nov test lateralne 
imunodifuzije za dokazovanje kriptokoknih antigenov (angl. lateral flow assay, CrAgLFA) 
(IMMY, Norman Oklahoma, ZDA), ki prav tako omogoča zaznavanje kriptokoknih 
antigenov (Perfect in Bicanic, 2015; Hansen in sod., 2013).  
 
CrAgLFA je imunokromatografski test z merilno membrano, na kateri se dokazuje 
prisotnost kriptokoknih antigenov. Na membrano se nanese kriptokokna protitelesa MAbs. 
Po desetih minutah se v primeru prisotnih kriptokoknih antigenov v vzorcu pojavi obarvana 
ravna črta, ki je enaka kontrolni (Hansen in sod., 2013). CrAgLFA uporablja kombinacijo 
dveh monoklonskih protiteles. Eno monoklonsko telo je zelo reaktivno s CrAg serotipov A, 
B in C, drugo pa s CrAg serotipov A in D. Kombinacija obeh protiteles tako zagotavlja zelo 
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visoko reaktivnost z vsemi serotipi kriptokokov, kar testu daje prednost pred lateksno 
aglutinacijo in EIA (Vidal in Boulware, 2015). Prednosti CrAgLFA so še kratek čas do 
rezultata, minimalna potrebna oprema ter nizka cena (Perfect in Bicanic, 2015; Vidal in 
Boulware, 2015). Test je majhen, lahek, ne potrebuje hlajenja in ima dolgo življenjsko dobo 
(Vidal in Boulware, 2015). 
 
2.9 ZDRAVLJENJE 
 
Trenutno zlati standard zdravljenja predstavljajo protiglivna zdravila iz skupin polienov, 
flucitozini, triazoli ter njihove kombinacije (Mourad in Perfect, 2018). Zdravljenje 
kriptokoknega meningitisa temelji na treh korakih: indukcija, konsolidacija in vzdrževanje. 
Za indukcijsko zdravljenje se priporoča vsaj štirinajst dnevno zdravljenje z intravenskim 
(IV) amfotericinom B (Mourad in Perfect, 2018). Zdravljenje z amfotericinom B v 
kombinaciji s flucitozinom je bistveno uspešnejše, kot če se uporablja samo amfotericin B. 
(Williamson in sod., 2016). V Evropi flucitozin ni registriran in je tudi zelo drag. Indukcijsko 
obdobje traja približno dva do štiri tedne in se lahko podaljša na račun slabega začetnega 
odziva, daljše je lahko tudi pri osebah s slabšo prognozo bolezni, pri osebah brez HIVa in 
pri osebah, ki niso imele transplantacije (Mourad in Perfect, 2018). Na območjih, ki so 
omejena s finančnimi viri ali zaradi nerazpoložljivosti flucitozina ga lahko nadomešča 
flukonazol. Flukonazol je učinkovit in se uporablja tudi za zadnji dve fazi. Konsolidacijska 
faza traja osem tednov, faza vzdrževanja pa 6 do 12 mesecev pri osebah, ki niso okužene s 
HIV in vsaj 12 mesec pri tistih, ki so HIV pozitivne (Mourad in Perfect, 2018). Za 
zdravljenje kriptokoknega meningitisa se v nekaterih primerih lahko uporablja tudi 
itrakonazol, posakonazol in izavukonazol. Zaradi slabega prodiranja v osrednje živčevje, 
težav z biološko razpoložljivostjo pa so ti antimikotiki precej manj zanesljivi. Pri imunsko 
kompetentnih osebah lahko uspešno deluje tudi vorikonazol (Mourad in Perfect, 2018). 
 
Za zdravljenje blage do zmerne pljučne kriptokokoze se priporoča monoterapija s 
flukonazolom (Mourad in Perfect, 2018). To zdravljenje mora trajati vsaj šest mesecev in je 
prilagojeno glede na klinično sliko in obseg bolezni (Johannson in sod., 2012). 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 VZORČENJE 
 
Vzorčenje je potekalo v različnih delih Slovenije od aprila do septembra 2019. Vzorčenja 
so bila opravljena v urbanih in ruralnih območjih v šestindvajsetih krajih, ki pripadajo 
šestim različnim statističnim regijam v Sloveniji. V vsakem kraju vzorčenja so bili pobrani 
minimalno trije vzorci. 
 
Kraji, kjer smo vzorčili: 
 
 Obalno-kraška regija 
Kraji: Ankaran, Debeli rtič, Izola, Piran, Portorož, Fiesa, Strunjan, Koper, Sežana 
 
 Gorenjska regija 
Kraji: Škofja Loka, Naklo, Kranj 
 
 Osrednjeslovenska regija 
Kraji: Šmarca, Kamnik, Ljubljana 
 
 Podravska regija 
Kraji: Oplotnica, Maribor 
 
 Posavska regija 
Kraji: Brežice, Hrvaška Gora, Dolnja Prekopa 
 
 Jugovzhodna slovenija 
Kraji: Smolenja vas, Ribnica, Trebnje, Mirna, Orehovica, Šentjernej  
 
Vzorčili smo drevesne vrste iz rodu Platanus, Prunus, Betula, Pinus in Olea. Vzorčili smo 
tudi vinsko trto (Vitis vinifera). Skupno smo pridobili vzorce iz 280 dreves ter 27 vinskih 
trt. Za pomoč pri prepoznavanju in določevanju dreves smo uporabili priročnik Mala flora 
Slovenije (Martinčič in sod., 1999). Pomagali smo si tudi s knjigo Drevesne vrste na 
Slovenskem (Brus, 2012b) ter s knjigo Drevesa in grmi Jadrana (Brus, 2012a). 
 
Iz rodu Pinus smo vzorčili predvsem pinijo (Pinus pinea) ter alepski bor (Pinus halepensis). 
Iz rodu Prunus smo vzorčili slivo (Prunus domestica), češnjo (Prunus avium), marelico 
(Prunus armeniaca) ter breskev (Prunus persica). Pri prepoznavanju teh vrst so nam bili v 
pomoč tudi lastniki dreves, saj so bile vse vrste iz rodu Prunus pridobljene na zasebnih 
zemljiščih.  
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Skupno smo zbrali 332 vzorcev. Vir vzorcev so bili votli deli debla in razpoke med lubjem, 
lubje, listi, plodovi ter prst pod drevesom. Za vzorčenje smo potrebovali sterilne brise v tubi 
(MEUS SRL, Padova, Italija), sanford posodice (Labortehnika Golias, Ljubljana, 
Slovenija), skalpel in 3 mL sterilne destilirane vode s kloramfenikolom (10 mg/L) (Služba 
za pripravo gojišč in reagentov na Inštitutu za mikrobiologijo in imunologijo v Ljubljani). 
 
3.1.1 Votli deli in razpoke v skorji 
 
Z brisom smo odvzeli vzorce iz razpok in znotraj votlih delov debel. Bris smo takoj nato dali 
v epruveto v kateri je bilo 3 mL raztopine destilirane vode s kloramfenikolom (10 mg/L). 
Epruveto smo skupaj z brisom vorteksirali 5 minut, nato pa smo bris odstranili in pustili 15 
minut, da se je sediment usedel. Vzeli smo 100 µL supernatanta in 100 µL razredčenega 
supernatanta (1:10 v destilirani vodi) ter inokulirali na dve plošči NSA (ang. Niger Seed 
Agar, NSA). Plošče smo 10 dni inkubirali pri 37 °C in jih vsakodnevno pregledovali za 
kolonije sumljive za Cryptococcus spp. Vse sumljive kolonije za rod Cryptococcus (rjave, 
rumenkaste, kremaste, nesvetleče) smo izolirali in identificirali z MALDI TOF MS. 
 
 
Slika 3: Vinska trta z votlim delom iz katerega smo pridobili vzorce. 
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3.1.2 Listi in plodovi 
 
V sanford posodice smo nabrali 10- 20 g vzorca. 5 g vzorca smo prenesli v terilnico in strli 
s pestilom. Fragmenti so bili suspendirani v 50 mL destilirani vodi in vorteksirani 2 minuti. 
Počakali smo 15- 20 mintu, da se je sediment usedel. Nato smo vzeli 2 mL supernatanta in 
ga zmešali z 8 mL sterilne destilirane vode, ki je vsebovala kloramfenikol (10 mg/L). Vzeli 
smo 100 µL supernatanta in 100 µL razredčenega supernatanta (1:10 v destilirani vodi) ter 
inokulirali na dve plošči NSA. Plošče smo 10 dni inkubirali pri 37 °C in jih vsakodnevno 
pregledovali za kolonije sumljive za Cryptococcus spp. Vse sumljive kolonije za rod 
Cryptococcus (rjave, rumenkaste, kremaste, nesvetleče) smo izolirali in identificirali z 
MALDI TOF MS. 
 
3.1.3 Lubje 
 
V sanford posodice smo s skalpelom postrgali lubje. Vzorec smo prenesli v terilnico in ga 
strli s pestilom. 1 g vzorca smo suspendirali v 50 mL destilirane vode, ki je vsebovala 
kloramfenikol (10 mg/L). Vse skupaj smo vorteksirali 2 minuti, nato pa počakali 30 minut, 
da se je sediment usedel. Vzeli smo 100 µL supernatanta in 100  µL razredčenega 
supernatanta (1:10 v destilirani vodi) ter inokulirali na dve različni plošči NSA. Plošče smo 
Slika 4: Pinija z razpokami med skorjo iz katere smo pridobili vzorce. 
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10 dni inkubirali pri 37 °C in jih vsakodnevno pregledovali za kolonije sumljive za 
Cryptococcus spp. Vse sumljive kolonije za rod Cryptococcus (rjave, rumenkaste, 
kremaste, nesvetleče) smo izolirali in identificirali z MALDI TOF MS. 
 
3.1.4 Prst 
 
Pod drevesom smo vzeli 15 – 20 g prsti in jo shranili v sanford posodice. 5 g prsti smo 
suspendirali v 50 mL destilirani vodi in vorteksirali 2 minuti. Počakali smo 15 minut, da se 
je sediment usedel. Nato smo vzeli 2 mL supernatanta in ga zmešali z 8 mL sterilne 
destilirane vode, ki je vsebovala kloramfenikol (10 mg/L). Vzeli smo 100 µL supernatanta 
in 100 µL razredčenega supernatanta (1:10 v destilirani vodi) ter inokulirali na dve plošči 
NSA. Plošče smo 10 dni inkubirali pri 37 °C in jih vsakodnevno pregledovali za kolonije 
sumljive za Cryptococcus spp. Vse sumljive kolonije za rod Cryptococcus (rjave, 
rumenkaste, kremaste, nesvetleče) smo izolirali in identificirali z MALDI TOF MS. 
 
3.2 GOJIŠČA 
 
Agar z izvlečkom semen abesinske gizotije (angl. Niger seed agar, NSA) je najbolj pogosto 
uporabljeno diferencialno gojišče za dokaz rasti gliv iz rodu Cryptococcus. Gojišče deluje 
na dokazovanju prisotnosti encima fenoloksidaze, ki ga imajo kriptokoki. Ta encim omogoči 
glivi pretvorbo kofeinske kisline iz semen abesinske gizotije v melanin (SCrEEN project, 
2019; Strachan in sod., 1971). To gojišče so nam pripravili v Službi za pripravo gojišč in 
reagentov na Inštitutu za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske fakultete Univerze v 
Ljubljani.  
 
Pripravili so ga po naslednji recepturi (SCrEEN project, 2019):  
 
 50 g semen abesinske gizotije (Guizotia abyssinica) 
 1 g glukoze 
 1 g KH2PO4 
 15 g agarja 
 1000 mL destilirane vode 
 
Semena smo zmleli z električnim mešalnikom in dodali 1000 mL destilirane vode. Zmes je 
vrela 30 minut, nato smo jo filtrirali skozi filter papir in dodali destilirano vodo do 1000 mL. 
Dodali in raztopili smo še preostanek sestavin. Avtoklavirali smo pri 110 °C 20 minut. Po 
avtoklaviranju smo ohladili na 50 °C, dodali 10 mL kloramfenikola in 0,3 mL benomila ter 
nežno zmešali in razlili v plastične sterilne petrijevke (Labortehnika Golias, Ljubljana, 
Slovenija). 
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3.3  MALDI TOF MASNA SPEKTROMETRIJA 
 
Vse kolonije, ki so zrastle na NSA plošči in so bile sumljive za rod Cryptococcus, smo 
identificirali z MALDI TOF MS. Z zobotrebcem smo se dotaknili kolonije na plošči ter jo 
namazali na eno pozicijo na jekleni MALDI ploščici (Bruker Daltonik, Bremen, Nemčija). 
Na vzorec smo dodali 1,2 µL 98 % mravljične kisline (Služba za pripravo gojišč in reagentov 
na Inštitutu za mikrobiologijo in imunologijo v Ljubljani) in počakali da se posuši. Nato smo 
dodali še 1,2 µL fotoabsorptivnega matriksa, mešanice nasičene α-ciano-4-hidroksicinamske 
kisline (HCCA) in 50 % acetonitril-2,5 % trifluoroocetne kisline (Bruker Daltonik, Bremen, 
Nemčija) ter počakali, da je matriks skupaj z vzorcem kristaliziral. Ploščico z vzorcem smo 
nato vstavili v napravo Bruker Biotyper (Bruker Daltonik, Bremen, Nemčija). S pomočjo 
računalniškega programa MBT Compass 4.1. (Bruker Daltonik, Bremen, Nemčija) smo 
zagnali pričetek masne spektrometrije. Program nam omogoči primerjavo masnih spektrov 
našega vzorca z masnimi spektri v svoji knjižnici. Na podlagi tega izračuna vrednost (angl. 
score value) ujemanja masnih spektrov. Vrednosti se gibljejo od 0 do 3,0; večja kot je 
vrednost, večje je ujemanje. Vrednosti ≥ 1,7 dajo zanesljivo identifikacijo do nivoja vrste 
(Bruker Daltonik, 2014 ). 
 
3.4 TESTIRANJE OBČUTLJIVOSTI ZA ANTIMIKOTIKE 
 
Vsem izolatom smo testirali občutljivost za antimikotike z mikrodilucijsko metodo. 
Uporabili smo mikrotitrsko ploščico Micronaut-AM Antifungal Agents MIC (Merlin 
Diagnostika GmbH, Bornheim-Hersel, Nemčija), ki omogoča testiranje občutljivosti za 
amfotericin B (0,032-16 mg/L), 5-fluorocitozin (0,064-32 mg/L), flukonazol (0,002-
128 mg/L), vorikonazol (0,008-8 mg/L), posakonazol (0,008-8 mg/L), itrakonazol (0,032-4 
mg/L), mikafungin (0,002-8 mg/L), anidulafungin (0,002-8 mg/L) in kaspofungin (0,002-8 
mg/L). Shema ploščice Micronaut-M Antifungal Agents MIC je prikazana na Sliki 5. 
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GC – pozitivna kontrola ; NGC – negativna kontrola ; APH – amfotericin B ; FCY – 5 fluorocitozin ; FCA- 
flukonazol ; VOR – vorikonazol ; POS – posakonazol ; ITR – itrakonazol ; MIF – mikafungin ; ANF – 
anidulafungin ; CAS - kaspofungin 
 
S pomočjo sterilnega brisa smo prenesli 1 – 2 koloniji kriptokoka iz NSA v 0,9 % NaCl 
(Služba za pripravo gojišč in reagentov na Inštitutu za mikrobiologijo in imunologijo v 
Ljubljani) in na Den 1 denzitometru (Biosan, Riga, Latvija) umerili na 0,5 po McFarlandovi 
lestvici. Ven smo vzeli 200 µL in dali v 4 mL 0,9 % NaCl, nato pa smo 2 mL suspenzije 
prenesli v 11,5 mL gojišča RPMI 1640 z MOPS-om in glukozo (Merlin Diagnostika GmbH, 
Bornheim-Hersel, Nemčija). Gojišču smo predhodno dodali barvni AST indikator (Merlin 
Diagnostika GmbH, Bornheim-Hersel, Nemčija). Po 100 µL tako pripravljenega 
inokuliranega gojišča smo nato z avtomatskim inokulatorjem (Thermo Fisher scientific, 
Waltham, ZDA) smo dali v vsako luknjico ploščice Micronaut-AM Antifungal Agents MIC. 
Mikrotitrsko ploščico smo pokrili s priloženo samolepilno plastično folijo in inkubirali 24-
48 ur pri 30 °C. Po končani inkubaciji smo jo pri 492 nm spektrofotometrično odčitali z 
MICRONAUT skan (Merlin Diagnostika, Nemčija). Rezultate smo nato interpretirali s 
pomočjo računalniškega programa MICRONAUT MCN6, ki nam je podal vrednosti MIK 
(minimalna inhibitorna koncentracija) za posamezne antimikotike. Kot kontrolo smo 
uporabili seva ATCC 22019 Candida parapsilosis in ATCC 6258 Candida krusei. 
 
 
 
 
 
Slika 5: Načrt mikrotitrske ploščice z različnimi koncentracijami protiglivnih zdravil v [mg/L] . 
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Za potrditev smo vrednosti MIK odčitali tudi vizualno. AST indikator v primeru rasti glive 
omogoča spremembo modre barve gojišča v roza barvo. V primeru brez rasti, barva gojišča 
ostane modra. MIK predstavlja najnižjo koncentracijo antimikotika pri kateri še ne pride do 
rasti glive, torej se barva še ne spremeni v roza (Slika 6).  
 
 
3.5 INTERPRETACIJA 
 
Dobljene rezultate mikrodilucije smo primerjali z rezultati občutljivosti kliničnih izolatov iz 
Ljubljane, ki so jih objavili Tomazin in sod. (2017).  
  
Slika 6: Mikrodilucija za C. neoformans sensu stricto, ki je bil izoliran iz drevesne vrste pinija. 
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4 REZULTATI  
 
4.1 IZOLATI C. neoformans sensu stricto 
 
4.1.1 Vzorci 
 
Skupno je bilo zbranih 332 vzorcev. Največji delež (80,4 %) vseh vzorcev je bil pridobljen 
iz votlih delov dreves in razpok med lubjem. 8,7 % vseh vzorcev smo dobili iz lubja, 4,2 % 
iz listov, 1,8 % iz plodov ter 3,9 % iz prsti v bližini drevesa. 0,9 % so predstavljali še vzorci 
pridobljeni z brisom ptičjega izločka na lubju dreves. Iz vzorcev smo pridobili štiri izolate 
Cryptococcus neoformans sensu stricto, kar predstavlja 1,2 % pozitivnih vzorcev glede na 
celotno vzorčenje. Vsi štirje pridobljeni izolati Cryptococcus neoformans sensu stricto so 
bili izolirani z brisom iz votlih delov in razpok. Iz ostalih delov dreves in prsti v bližini 
drevesa nismo pridobili nobenega izolata iz rodu Cryptococcus.  
 
Preglednica 1: Število vseh pridobljenih vzorcev. 
 Vzorčena drevesa 
  Platanus Olea Pinus Betula Prunus Vitis 
Bris votlih delov in razpok 92 43 32 7 66 27 
Lubje 23 2 1  3  
Listi 6 4   4  
Plod 1 3   2  
Prst 1 5 3 2  2 
Lubje s ptičjim izločkom 3      
 
 
4.1.2 Drevesa 
 
Vzorci so bili pridobljeni iz 280 dreves in 27 vinskih trt. Vzorčenih je bilo šest različnih 
rodov. 40 % vseh vzorčenih dreves je bilo iz rodu Platanus, 14 % iz rodu Olea, 11,7 % iz 
rodu Pinus, 2,9 % iz rodu Betula, 22,5 % iz rodu Prunus in 8,8 % iz rodu Vitis. Znotraj rodu 
Prunus smo pridobili vzorce iz štirih različnih drevesnih vrst: sliva (Prunus domestica), 
breskev (Prunus persica), češnja (Prunus avium), marelica (Prunus armeniaca). Iz treh 
dreves, ki pripadajo rodu Pinus smo izolirali Cryptococcus neoformans sensu stricto. Vsi 
trije izolati so bili pridobljeni iz vrste pinija (Pinus pinea). Ti izolati predstavljajo 8,3 % 
glede na vsa vzorčena drevesa iz tega rodu. Cryptococcus neoformans sensu stricto smo 
izolirali tudi iz enega drevesa rodu Olea, kar predstavlja 2,3 % vseh vzorčenih dreves iz tega 
rodu. Iz ostalih drevesnih vrst nismo pridobili nobenega izolata iz rodu Cryptococcus.  
Sporadično smo na platanah izolirali Papiliotrema laurentii, ki je včasih pripadal rodu 
Cryptococcus in je bil poznan kot Cryptococcus laurentii (NCBI, 2015).  
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Preglednica 2: Prikaz števila vzorčenih drevesnih vrst v različnih občinah v statističnih regijah 
Slovenije. 
 Vzorčena drevesa 
Občine vzorčenja Platanus  Olea Pinus Betula Prunus Vitis 
Jugovzhodna Slovenija             
Šentjernej 2    4  
Mirna 4      
Trebnje 3      
Ribnica 4      
Novo mesto     12 2        
Posavska       
Brežice 10      
Kostanjevica na Krki     3 18        
Podravska       
Oplotnica     13  
Maribor 8   9          
Osrednjeslovenska       
Ljubljana 24    13  
Kamnik 8    10 3        
Gorenjska       
Kranj 6    3  
Naklo     5  
Škofja Loka     6 4        
Obalno kraška       
Sežana 12      
Koper 25 2 4    
Izola 2 10     
Piran 8 20 20    
Ankaran 7 11 12    
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4.1.3 Lokacije vzorčenja 
 
Vzorčenje je potekalo v šestih statističnih regijah po Sloveniji. Vzorčenih je bilo 
šestindvajset krajev, ki pripadajo devetnajstim različnim občinam, s čimer smo zaobjeli 
celotno površino Slovenije. Prisotnost C. neoformans sensu stricto na drevesnih vrstah smo 
zabeležili v Obalno-kraški regiji. V ostalih vzorčenih regijah nismo osamili nobenega 
kriptokoka. Izolat C. neoformans sensu stricto iz oljke in en izolat C. neoformans sensu 
stricto iz pinije smo pridobili v kraju Portorož, ki spada v občino Piran (Sliki 7 in 8). 
Preostala dva izolata C. neoformans sensu stricto iz pinije smo našli na Debelem rtiču, ki 
spada v občino Ankaran. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 7: Nasad oljk v Portorožu iz katerega smo pridobili izolat C. neoformans sensu stricto 
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4.1.4 Klimatski pogoji 
 
Vzorčenje je potekalo od aprila do septembra 2019. Najnižja povprečna dnevna temperatura 
zabeležena na dan vzorčenja je znašala 5,6 °C, najvišja povprečna dnevna temperatura pa 
27,9 °C. Pozitivni vzorci za rod Cryptococcus so bili zabeleženi v mesecu juniju ter mesecu 
avgustu. Povprečni dnevni temperaturi za oba dnevna vzorčenja, ko smo pridobili te izolate 
sta znašali 25,3 °C in 27,1 °C. Na območju, kjer smo pridobili izolate C. neoformans sensu 
stricto v zadnjih štiriindvajsetih urah pred vzorčenjem ni bilo padavin. Povprečni dnevni 
klimatski podatki za oba dneva, ko smo pridobili izolate C. neoformans so prikazani v 
Preglednici 3. Povprečni mesečni klimatski podatki za oba meseca so prikazani v Preglednici 
4. Vse meritve v Preglednici 3 in 4 se nanašajo na glavno meteorološko postajo Letališče 
Portorož (ARSO, 2019c). 
 
Preglednica 3: Povprečni dnevni klimatski podatki meteorološke postaje Letališče Portorož. 
 20.06.2019 11.08.2019 
Povprečna dnevna temperatura zraka (°C)  25,3 27,1 
Zračna vlaga (%)  63 74 
Trajanje sončnega obsevanja (h)  12,5 12,6 
 
 
Preglednica 4: Klimatski podatki meteorološke postaje Letališče Portorož za junij in avgust 2019. 
 Junij Avgust 
Povprečna dnevna temperatura zraka (°C) 24,2 24,4 
Zračna vlaga (%) 65 67 
Količina padavin (mm) 8,8 28,5 
Število dni s padavinami nad 1 mm 1 8 
Trajanje sončnega obsevanja (h) 358,9 316 
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4.2 UGOTAVLJANJE OBČUTLJIVOSTI Z MIKRODILUCIJO 
 
Dobljene izolate C. neoformans sensu stricto smo označili z vrsto drevesa iz katerega smo 
ga izolirali in z zaporedno številko tega vzorčenega drevesa. Oštevilčenje je potekalo znotraj 
posameznega rodu. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Preglednica 5: Vrednosti MIK antimikotikov za izolat C. neoformans sensu stricto (Pinija 7). 
Antimikotik MIK [mg/L] 
Anidulafungin > 8 
Amfotericin B 0,25 
Kaspofungin 2 
Flukonazol 4 
5-fluorocitozin 0,25 
Itrakonazol ≤ 0,032 
Mikafungin > 8 
Posakonazol 0,032 
Vorikonazol 0,125 
 
 
Slika 8: Rjave kolonije C. neoformans sensu stricto pridobljene iz pinij in oljke. 
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Preglednica 6: Vrednosti MIK antimikotikov za izolat C. neoformans sensu stricto (Oljka 25). 
Antimikotik MIK [mg/L] 
Anidulafungin >8 
Amfotericin B 0,25 
Kaspofungin 2 
Flukonazol 4 
5-fluorocitozin 0,125 
Itrakonazol ≤ 0,032 
Mikafungin >8 
Posakonazol 0,032 
Vorikonazol 0,125 
 
 
Preglednica 7: Vrednosti MIK antimikotikov za izolat C. neoformans sensu stricto (Pinija 11). 
Antimikotik MIK [mg/L] 
Anidulafungin >8 
Amfotericin B 0,25 
Kaspofungin 2 
Flukonazol 4 
5-Fluorocitozin 0,25 
Itrakonazol ≤ 0,032 
Mikafungin >8 
Posakonazol 0,03125 
Vorikonazol 0,25 
 
 
Preglednica 8: Vrednosti MIK antimikotikov za izolat C. neoformans sensu stricto (Pinija 18). 
Antimikotik MIK [mg/L] 
Anidulafungin >8 
Amfotericin B 0,125 
Kaspofungin 2 
Flukonazol 2 
5-fluorocitozin ≤ 0,064 
Itrakonazol ≤ 0,032 
Mikafungin >8 
Posakonazol 0,016 
Vorikonazol 0,25 
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 Preglednica 9: Občutljivost antimikotikov za okoljske in klinične izolate C. neoformans sensu stricto. 
 
MIK (mg/L) 
 
    APH   FCY FCA     VOR       POS   ITR 
Okoljski izolati 
Razpon 0,125-025 0,064-0,25 2-4 0,125-0,25 0,016-0,032 0,032 
MIK50 0,25 0,125 4 0,125 0,031 0,032 
 
Klinični izolati 
Razpon 0,064-0,5 0,064-1 0,5-64 0,008-0,25 0,008-0,064 0,032-0,25 
MIK50 0,25 0,5 8 0,063 0,031 0,031 
APH – amfotericin B; FCY – 5-fluorocitozin; FCA – flukonazol; VOR – vorikonazol; POS – posakonazol; 
ITR – itrakonazol. 
 
4.3 ZANESLJIVOST IDENTIFIKACIJE Z MALDI TOF MS 
 
Preglednica 10: Zanesljivost identifikacije glede na vrednost ujemanja masnih spektrov za 
identificirane C. neoformans sensu stricto. 
 Vrednost ujemanja (angl. score value) 
C. neoformans sensu stricto (oljka 25) 1,99 
C. neoformans sensu stricto (pinija 7) 1,87 
C. neoformans sensu stricto (pinija 11) 1,72 
C. neoformans sensu stricto (pinija 18) 1,87 
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5 RAZPRAVA 
 
Z našo raziskavo smo potrdili, da nekatera drevesa v Sloveniji lahko predstavljajo 
potencialno ekološko nišo za C. neoformans sensu stricto. Pridobili smo relativno majhno 
število izolatov, da bi iz tega lahko naredili dobro statistiko, vendar se kljub temu kaže nekaj 
smernic glede pojavljanja kriptokokov v Slovenskem okolju. 
Glede na naše rezultate lahko rečemo, da je vrsta C. neoformans sensu stricto prisotna v 
primorski pokrajini in sicer v Obalno-kraški regiji. Vse izolate C. neoformans sensu stricto, 
ki smo jih osamili iz dreves, smo namreč pridobili v tej regiji. Dva izolata smo osamili v 
Portorožu, preostala dva na Debelem rtiču. Kraja mejita na Jadransko morje in sta med sabo 
oddaljena približno 13 km zračne razdalje (ARSO, 2019a). 
Pričakovali smo, da bomo največ izolatov C. neoformans sensu stricto pridobili na 
primorskem, saj za Obalno-kraško regijo velja zmerno sredozemsko podnebje s povprečnimi 
letnimi temperaturami nad 12 °C. Obala ima tako glede na druge statistične regije po 
Sloveniji najvišje temperature skozi leto, z najbolj blagimi zimami, kjer povprečna mesečna 
temperatura ne pade pod 5 °C (ARSO, 2019b). Tudi študija o porazdelitvi kriptokokov v 
evropskem okolju je pokazala podobne rezultate. Po njihovem modelu predvidevanja je tako 
največja možnost nahajanja C. neoformans sensu stricto v sredozemskem okolju, kjer je 
minimalna temperatura najhladnejšega meseca v letu več kot 5 °C. Model verjetnosti tudi 
predvideva, da te kvasovke lahko tolerirajo do 450 mm padavin v najbolj suhem mesecu, 
čeprav je verjetnost nahajanja višja pri nižjih količinah padavin (Cogliati in sod., 2017). Za 
Obalno-kraško regijo velja, da najbolj suhi del leta predstavljajo zimski meseci, ko v vseh 
treh mesecih skupaj pade približno od 150 do 300 mm padavinami. Meteorološko določeni 
zimski meseci v letošnji sezoni (december 2018, januar 2019, februar 2019) so imeli skupno 
121 mm padavin. To ustreza mejam, ki so jih za rast C. neoformans sensu stricto predvideli 
Cogliati in sod. (ARSO, 2019b; ARSO, 2019c; Cogliati in sod., 2017)  
V Obalno-kraški regiji je vzorčenje potekalo štirikrat. Dva dneva vzorčenja sta potekala v 
juniju, dva dneva v avgustu. Pri vseh štirih dnevih vzorčenja so bili čas sončnega obsevanja 
ter vrednosti povprečnih dnevnih temperatur in povprečne relativne vlage zelo primerljivi. 
Kljub temu smo izolate C. neoformans sensu stricto dobili le v dveh dneh vzorčenja in sicer 
v Portorožu pri povprečni dnevni temperaturi 25,3 °C ter na Debelem rtiču pri povprečni 
dnevni temperaturi 27,1 °C. Čas sončnega obsevanja, je bil pri obeh dnevih malo nad 12 ur. 
Dneva sta se med sabo najbolj razlikovala glede povprečne relativne vlage. Na dan vzorčenja 
v Portorožu je bila relativna zračna vlaga 64 %, medtem ko je bila na dan vzorčenja v 
Debelem rtiču 9 % višja (ARSO, 2019c). 
Izolate C. neoformans sensu stricto smo pridobili junija in avgusta. Primerjava klimatskih 
razmer obeh mesecev je pokazala podobne vrednosti za povprečno temperaturo, saj sta oba 
meseca imela povprečno 24 °C. Prav tako je bila vrednost povprečne zračne vlage 
primerljiva, junija je bila 65 %, avgusta le za 2 % višja. Količina padavin je bila v obeh 
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mesecih nizka in ni presegla 30 mm. Junija so bile padavine zabeležene le en dan in so z 8,8 
mm predstavljale izjemno nizko vrednost za celoten mesec. Trajanje sončnega obsevanja je 
bila pri obeh mesecih več kot 310 ur (ARSO, 2019c).  
Rezultati nakazujejo, da C. neoformans sensu stricto lahko kolonizira nekatere drevesne 
vrste v Sloveniji. Največ izolatov smo uspeli pridobiti iz pinije (Pinus pinea). Ta vrsta je 
prepoznavna predvsem po svoji krošnji v obliki dežnika. Je značilna vrsta za obale severnega 
sredozemlja, saj ji za rast odgovarja suho in vroče poletje ter blage zime z malo ali brez 
snega. Najbolje uspeva na kislih peščenih tleh, čeprav dobro tolerira tudi apnenčasta tla. 
Najdemo jo lahko tudi v Obalno-kraški regiji v Sloveniji, kjer pogosto služi kot okrasno 
drevo v drevoredih ali parkih (Brus, 2012b).  
Vse tri pinije, za katere smo ugotovili, da so kolonizirane s C. neoformans sensu stricto, se 
nahajajo na obalnem delu v bližini morja. Ena pinija je del drevoreda med prometno cesto 
in plažo, medtem ko sta ostali dve del nasada v parku, kjer prevladujejo vrste rodu Pinus. 
Drevesa iz rodu Pinus načeloma niso imela veliko votlih delov, so pa zato imela zelo 
razbrazdano skorjo. Tako smo pri teh drevesnih vrstah vzorčili predvsem v razpokah med 
skorjo. Tudi vsi izolati C. neoformans sensu stricto, ki smo jih pridobili iz pinij so bili 
pridobljeni z brisom takih razpok.  
Glede na rezultate vidimo, da so lahko tudi oljke kolonizirane s C. neoformans sensu stricto. 
Oljka je sadno drevo, ki je razširjena po celem sredozemlju. Vzdolž celotnega Jadrana lahko 
zasledimo divje ali gojene oljčne nasade. Nasadi se pojavljajo tudi v Sloveniji, vendar so 
omejeni na območje zmerno sredozemskega podnebja. Tako kot piniji tudi oljki ugaja 
vročina in nizke temperature težko prenese. Raste lahko na raznovrstnih tleh, najbolje na 
apnenčastih, poleg tega za rast ne potrebuje veliko padavin (Brus, 2012a).   
Oljka, iz katere smo osamili C. neoformans sensu stricto, je del manjšega nasada oljk, ki se 
nahaja na griču v bližini obale. V nasadu smo vzorčili več oljk, vendar smo le iz ene izolirali 
C. neoformans sensu stricto. Vse oljke v tem nasadu so bile stare in so imele številne votle 
dele iz katerih smo pobrali vzorce.   
Vsi izolati C. neoformans sensu stricto, ki smo jih uspeli osamiti so bili izolirani iz votlih 
delov debel ter razpok med skorjo. Brisi votlih delov so sicer predstavljali največje število 
vzorcev, saj smo tu pričakovali največje število izolatov. Votli deli glivi verjetno nudijo 
zaščito pred zunanjimi dejavniki in ji omogočajo stabilno okolje z vlago in temperaturo. 
Poleg tega ima gliva lakaze, ki lahko razgrajuje lignin v lesu (Chowdhary in sod., 2011). Iz 
brisov votlih delov je na plošči tudi sicer zrastlo še precej drugih gliv in bakterij, medtem ko 
na ploščah, kamor smo nacepili vzorce iz drugih delov dreves, ni zrastlo veliko 
mikroorganizmov. Tudi v študiji o porazdelitvi kriptokokov v Evropi (Cogliati in sod., 2016) 
so največji delež izolatov C. neoformans sensu lato zabeležili v votlih delih, medtem ko iz 
listov in cvetov niso pridobili nobenega izolata. Pridobili so še nekaj izolatov iz prsti ter 
lubja, česar mi nismo. Zaradi številnih votlih delov, ki jih imajo, smo se odločili vzorčiti tudi 
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vinske trte, vendar iz njih nismo uspeli izolirati nobenega kriptokoka. Glede na prvotno 
prepričanje, da ptičjih iztrebki predstavljajo ekološko nišo kriptokokom (Emmons, 1955), 
smo odvzeli tudi nekaj vzorcev ptičjih iztrebkov, ki smo jih našli na deblu dreves. C. 
neoformans sensu lato v teh vzorcih nismo odkrili, smo pa iz enega vzorca z inkubacijo pri 
30 °C osamili vrsto Papiliotrema laurentii, ki je bila nekoč poznana kot rod Cryptococcus 
(NCBI, 2015). Papiilotrema laurentii smo sporadično osamili tudi iz lubja platan. Potrebno 
je upoštevati, da smo selektivno vzorčili predvsem starejše drevesne vrste, ki so imele več 
votlih delov in razpok v deblu dreves. Na novo posajenih drevesnih vrst, ki niso imele 
poškodb debla ali drugih votlih delov, nismo vzorčili. 
Glede na prevladujoče število kliničnih izolatov C. deneoformans v Sloveniji (Tomazin in 
sod., 2017), smo pričakovali, da bo ta vrsta prevladovala tudi v okolju. Naše hipoteze nismo 
potrdili, saj v okolju nismo našli nobenega izolata te vrste. Vsi pridobljeni rezultati iz rodu 
Cryptococcus so pripadali vrsti C. neoformans sensu stricto.  
Velik del Slovenije ima zmerno celinsko podnebje (ARSO, 2019b), za katerega so značilne 
drevesne vrste iz rodu Platanus in Prunus. V študiji o porazdelitvi kiptokokov v Evropi so 
tako v delih Evrope s celinskim podnebjem ugotovili prevladovanje vrste C. deneoformans 
nad drugimi vrstami kriptokokov. Največ izolatov C. deneoformans so dobili na vrstah iz 
rodov Prunus, Quercus, Pinus ter Platanus (Cogliati in sod., 2016). Tudi na podlagi te 
raziskave smo sklepali, da bo C. deneoformans prevladoval v našem okolju. Kljub temu, da 
so bile platane vzorčene v vseh večjih urbanih krajih in so predstavljale največje število 
vzorcev, kriptokokov nismo pridobili. Potrebno je omeniti, da smo vzorčili le do višine, ki 
smo jo dosegli. Višje ležečih votlih delov v deblu dreves ter liste, cvetove in plodove, ki jih 
nismo dosegli, nismo vzorčili. Predstavniki rodu Prunus, ki smo jih vzorčili so bile breskve, 
marelice, slive in češnje. Vzorčili smo tako v urbanih kot tudi v ruralnih okoljih, predvsem 
v zmerno celinskem pasu, vendar tudi iz teh vrst nismo pridobili nobenega kriptokoka. Iz 
dreves Pinus ter Olea smo sicer osamili kriptokoke, vendar to niso bili C. deneoformans. 
Potrebno je upoštevati, da smo ta rodova vzorčili le v Obalno-kraški regiji. 
Čeprav C. deneoformans nismo izolirali iz drevesnih vrst, to ne pomeni, da vrsta ni prisotna 
v okolju. Smiselno bi bilo vzorčiti tudi drevesne vrste, ki se nahajajo v zmerno alpskem 
območju Slovenije. Obstaja možnost, da bi bilo tako okolje zaradi nižjih temperatur ter 
večjega deleža padavin skozi leto (ARSO, 2019b), lahko primerno okolje za rast C. 
deneoformans.  
Rezultati mikrodilucije kažejo pri vseh izolatih C. neoformans sensu stricto največjo 
občutljivost za antimikotika itrakonazol (≤ 0,032 mg/L) ter posakonazol (≤ 0,032 mg/L). 
Izolata C. neoformans sensu stricto iz pinije 18 in oljke 25 imata precej visoko občutljivost 
tudi za 5-fluorocitozin (≤ 0,064 mg/L ter 0,125 mg/L). Najnižja občutljivost vseh dobljenih 
izolatov C. neoformans sensu stricto je na mikafungin in anidulafungin (>8 mg/L), kar je 
pričakovano, saj so kriptokoki naravno odporni proti ehinokandinom. 
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Rezultati občutljivosti posameznih antimikotikov za dobljene izolate C. neoformans sensu 
lato iz drevesnih vrst so z rahlimi odstopanji primerljivi z rezultati občutljivosti kliničnih 
izolatov iz študije, ki so jo objavili Tomazin in sod. (2017). Za lažje primerjanje smo 
uporabili vrednosti MIK50 (MIK, ki zavre rast 50 % testiranih izolatov). Amfotericin B, 
posakonazol ter itrakonazol imajo tako pri okoljskih kot tudi pri kliničnih izolatih povsem 
enake vrednosti MIK50. Največja odstopanja  med izolati se pojavijo pri 5-fluorocitozinu, ki 
predstavlja večjo občutljivost za okoljske izolate. Pri kriptokokih iz okolja MIK50 za 5-
fluorocitozin znaša 0,125 mg/L, medtem ko je pri kliničnih izolatih MIK50 za dve dilucijski 
stopnji višji in znaša 0,5 mg/L. Tudi flukonazol kaže boljšo občutljivost pri okoljskih 
izolatih, saj je MIK50 okoljskih izolatov za eno dilucijsko stopnjo nižji v primerjavi s 
kliničnimi izolati. Presenetljiv rezultat se pojavi pri vorikonazolu, kjer je opazna večja 
občutljivost na antimikotik pri kliničnih izolatih. Tu je MIK50 kliničnih izolatov za eno 
dilucijsko stopnjo nižji v primerjavi z okoljskimi izolati.  
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6 SKLEPI 
 
 C. neoformans sensu stricto kolonizira drevesne vrste Pinus pinea in Olea 
europea. 
 
 C. neoformans sensu stricto najdemo na področju primorske pokrajine in sicer v 
Obalno-kraški regiji.  
 
 Votli deli debla in razpoke med lubjem kriptokokom omogočijo najbolj primerno 
okolje za rast. 
 
 Okoljski izolati C. neoformans sensu stricto so najbolj občutljivi za antimikotika 
itrakonazol in posakonazol. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
36 
Božič N. Pojavljanje kvasovke C. neoformans sensu lato na različnih drevesnih vrstah in v tleh. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
 
 
7 POVZETEK 
 
Cryptococcus neoformans sensu lato poimenovanje združuje vrsti C. neoformans sensu 
stricto in C. deneoformans, ki spadata v deblo Basidiomycota. Obe vrsti sta za človeka 
patogeni in lahko povzročata okužbe različnih tkiv v gostitelju. Najpogosteje prihaja do 
okužbe centralno živčnega sistema ali kriptokokne pljučnice tako pri imunokomprimitiranih 
kot tudi pri imunokompetentnih osebah. Okužba se zgodi aerogeno z vdihavanjem izsušenih 
kvasnih celic ali bazidiospor.  
Pojavljanje kriptokokov v okolju se v zadnjem času omenja predvsem v povezavi z 
različnimi drevesnimi vrstami. Prvič so C. neoformans sensu lato izolirali iz votlih delov 
dreves leta 1996 v Braziliji. Od tedaj je bilo odkritih že več drevesnih vrst, ki so bila 
kolonizirana s temi kvasovkami. Tudi v Evropi so poročali o izolaciji C. neoformans sensu 
lato iz različnih dreves, predvsem vrst iz rodu Eucalyptus, Olea, Ceratonia in Pinus. 
Na prisotnost kriptokokov v okolju imajo vpliv različni okoljski dejavniki kot so 
temperatura, vlažnost, evaporacija in sončno sevanje. C. neoformans sensu stricto najdemo 
predvsem v okoljih, ki imajo na voljo dovolj sončne svetlobe, višje temperature ter malo 
vlažnosti. Pojavlja se povsod po svetu, medtem ko je C. deneoformans bolj omejen na 
evropske države in zmerno celinsko podnebje. Sposoben je namreč tolerirati nekoliko 
hladnejše temperature pozimi, poleg tega potrebuje več padavin skozi leto.  
Glede na to, da se C. neoformans sensu lato pojavlja v evropskem okolju, smo želeli 
ugotoviti ali so tudi drevesa v Sloveniji kolonizirana s to kvasovko. Vzorčenje je tako 
potekalo v več različnih območjih v Sloveniji. Vzorčili smo vrste iz rodu Pinus, Olea, 
Prunus, Platanus, Betula in Vitis. Da smo uspeli izolirati kriptokoke, smo uporabili agar z 
izvlečkom semen abessinske gizotije. Kolonija kriptokoka se je na plošči obarvala rjavo, 
zaradi melanina, ki ga je kvasovka sposobna tvoriti iz fenolnih komponent gojišča. Natančno 
in hitro diagnostiko nam je nato omogočil MALDI TOF MS. Z metodo mikrodilucije smo 
testirali še občutljivost pridobljenih izolatov za posamezne antimikotike. Dobljene vrednosti 
MIK50 smo primerjali z vrednostmi MIK50 kliničnih izolatov. 
Naši rezultati nakazujejo kolonizacijo nekaterih dreves s strani C. neoformans sensu stricto. 
Votli deli v deblu in razpoke med lubjem glivi verjetno zagotavljajo ustrezno okolje in 
zaščito pred zunanjimi dejavniki, saj smo kriptokoke pridobili le iz teh delov dreves. Vsi 
štirje izolati C. neoformans sensu stricto, ki smo jih pridobili iz dreves, so bili pridobljeni v 
zmerno sredozemskem podnebju, in sicer v Obalno kraški regiji. To je bila tudi edina regija, 
kjer smo vzorčili vrste Pinus in Olea, iz katerih smo osamili izolate. Rezultati občuljivosti 
nakazujejo, da so okoljski izolati za eno do dve dilucijski stopnji občutljivejši za 
antimikotike v primerjavi s kliničnimi izolati. Najnižje vrednosti MIK so bile opažene pri 
itrakonazolu in posakonazolu. 
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